201712.00736v1 


chinaXiv 


J South Med Univ, 2015, 35(11): 1557-1563 


临床 研究 


doi 10.3969/j.issn.1673-4254.2015.11.08 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


+ 1557+ 


肝 移植 术 后 稳定 生存 者 外 周 血 中 差异 表达 miRNA 及 其 功能 预测 
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摘要 :目的 寻找 肝 移 植 术 后 长 期 稳定 生存 者 外 周 血 中 有 意义 的 生物 学 标志 物 。 方 法 纳入 肝 移植 术 后 稳定 存活 患者 29 例 (STA 
组 ) ,反复 排斥 反应 者 10 例 (RJ 组 ) ,健康 对 照 者 17 例 (HC 组 ) ,利用 芯片 检测 各 组 PBMCs 中 microRNAs 的 表达 谱 , 并 用 
Real-time PCR 对 差异 表达 的 microRNAS 进 行 验证 。 结 果 芯片 结果 显示 STA 组 对 比 于 RJ 组 共 13 个 microRNA 表 达 明 显 下 调 ， 
经 Real-time PCR 验证 3 个 microRNA(miR-106b, miR-18b, miR-340) 表 达 下 调 。 结 论 肝 移 植 患者 外 周 血 miR-106b .miR-18b、 


miR-340 可 作为 肝 移植 术 后 潜在 标志 物 。 
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Differential expressions of microRNAs and their predicted targets in liver transplant 


recipients with long-term stable survival 
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Abstract: Objective To determine whether the miRNA expression profile in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) 
differs between liver transplant recipients with long-term stable survival and those with acute rejection. Methods Twenty-nine 


liver transplant recipients with long-term stable survival (STA) group, 10 recipients with acute rejection (RJ group), and 17 
healthy subjects (control group) were recruited for genome-wide microarray analysis of miRNA expressions in the PBMCs. 
The differentially expressed miRNAs among the 3 groups were validated by real-time PCR, and the targets of these miRNAs 


were predicted. Results Compared with the RJ group, the STA group showed down-regulation of 13 miRNAs in the PBMCs. 
Of these down-regulated miRNAs, miRNA-18b, miRNA-340 and miRNA-106b were validated by real-time PCR, and the latter 
two miRNAs were predicted to target the TGF-B pathway. Conclusions The differentially expressed miRNAs in liver 
transplant recipients with long-term stable survival, namely miRNA-18b, miRNA-340 and miRNA-106b, can be potential 


clinical biomarkers to predict the outcomes of liver transplantation. 
Key words: miRNA; biomarkers; liver transplantation; long-term survival; acute rejection 


肝 移 植 受 体 需 长 期 终生 服用 免疫 抑制 剂 ,而 免疫 抑 
制剂 带 来 的 机 会 性 感染 和 其 他 毒 副作用 反 过 来 成 为 阻 
碍 移植 受 体 长 期 生存 的 重要 因素 之 一 ,因此 诱导 免疫 而 
受 成 为 可 有 效 提 高 移植 受 体 长 期 生存 率 的 方法 "。 目 
前 相应 动物 模型 已 成 功 建立 ,但 在 临床 上 顺利 开展 该 方 
案 依 然 面 对 很 大 的 挑战 "。 这 种 通过 诱导 产生 的 免疫 
耐 受 又 称 为 临床 操作 性 免疫 耐 受 ,是 指 移植 受 体 在 医生 
指导 下 或 自行 撤除 免疫 抑制 药物 后 维持 稳定 的 免疫 而 
受 状态 *”。 人 研究 表明 20%~30% 的 肝 移植 术 后 长 期 稳定 
生存 者 经 医生 指导 撤除 免疫 移植 药物 后 可 产生 临床 操 
作 性 免疫 耐 受 ”"。 与 产生 急性 排斥 反应 者 相 比 ,这 些 
移植 受 体 的 部 分 免疫 细胞 除了 表现 出 数量 及 比例 的 差 
异 ,同时 可 有 部 分 基因 出 现 特异 表达 ”。 目 前 未 有 相关 
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调节 机 制 的 完整 报道 。 

miRNAs 是 一 类 小 分 子 单 链 非 编码 RNA, 通 过 结 
AHE mRNA 的 3-UTR 端 抑制 靶 和 蛋白 表达 或 促使 靶 
mRNA 降解 史 。 到 目前 为 止 ,已 报道 的 与 免疫 细胞 相关 
的 miRNA 已 超过 100 种 ,并 发 现在 下 列 疾病 (包括 肾 移 
植 和 小 肠 移植 术 后 排斥 反应 .类 风湿 性 关节 炎 和 红斑 狼 
疮 性 肾炎 ) 中 存在 潜在 miRNA 作 为 生物 标记 物 *"。 然 
而 ,miRNA 能 否 调 控 移 植 受 体 特 异性 基因 的 表达 并 作 
为 生物 标记 物 有 效 区 分 肝 移 植 术 后 长 期 稳定 生存 者 与 
急性 排斥 反应 者 尚未 可 知 。 

本 研究 中 ,我 们 用 microarray 芯 片 检 测 比 较 肝 移植 
受 体 与 正常 人 群 外 周 单个 核 细胞 miRNA 表达 谱 , 发 现 
与 移植 术 后 急性 排斥 反应 者 相 比 , 稳 定 肝 移植 受 体 有 13 
个 miRNAs 出 现下 调 表 达 , 我 们 进一步 用 实时 定量 PCR 
方法 验证 其 中 3 个 miRNAs 包 括 miR-340 miR-106b 以 
及 miR-18b 的 表达 。 功 能 预测 研究 表明 miR-340 和 
miR-106b 与 TGF-B 信 号 通路 相关 。 研 究 结果 提示 这 些 
差异 表达 miRNAs 可 能 在 肝 移 植 者 免疫 调节 中 发 挥 重 
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要 作用 ,并 可 作为 诊断 免疫 耐 受 的 长 期 生存 移植 受 体 的 
潜在 生物 标记 物 。 


1 对 象 和 方法 
1.1 研究 对 象 

本 实验 选取 29 位 肝 移 植 术 后 稳定 患者 (STA 组 )， 
及 10 位 经 多 次 组 织 活检 证 明 肝 移植 术 后 排斥 反应 患者 
(RJ 组 ), 分 别 抽取 其 外 周 血 样本 供 实 验 研 究 ; 男 选取 17 
名 广州 输血 中 心 的 年 龄 匹配 无 既往 肝病 史 及 自体 免疫 
疾病 史 的 健康 人 (HC 组 ), 抽 取 其 血液 作为 对 照 。 参 照 
Marc Martinez-Llordella 等 人 的 研究 ,本 实验 STA 组 
的 入 组 标准 为 :(1) 肝 移植 术 后 存活 至 少 3 年 以 上 ;(2) 服 
用 单 种 抗 排斥 药物 ;(3) 移 植 术 后 12 个 月 内 未 出 现 急 性 
排斥 反应 ;(4) 肝 功能 正常 ;(5) 病 史 中 无 自 吴 免疫 性 肝 
脏 疾 病 。STA 组 进一步 分 为 两 组 ,其 中 STA3Y 年 组 ( 术 
后 存活 时 间 多 于 3 年 且 少 于 5 年 ) 患 者 10 例 ;STA5Y 年 
组 ( 术 后 存活 时 间 多 于 5 年 ) 患 者 19 例 。RJ 组 包括 10 名 
经 至 少 两 项 组 织 活 检 证 明 有 急性 排斥 反应 的 移植 患 
者 。STA 组 患者 服用 单 种 抗 排斥 药物 至 少 1 年 后 采集 
血液 样本 ;RJ 组 患者 一 经 诊断 为 急性 排斥 反应 ,在 其 接 
受 类 固 醇 注 射 或 改变 抗 排 斥 治疗 前 应 采集 其 血液 样 
本 。 病 人 组 与 对 照 组 患者 的 一 般 情况 及 临床 资料 见 表 
一 。 本 研究 遵循 赫尔辛基 宣言 (1975) ,并 获 本 医院 伦理 
委员 会 (中 山大 学 第 一 附属 医院 医学 伦理 委员 会 ) 批 准 
([2011]175), 入 组 病人 均 签署 知情 同意 书 。 
1.2 方法 
1.2.1 提取 PBMC 总 RNA 血液 样本 收集 于 EDTA 采 
血管 中 ,用 淋巴 细胞 密度 梯度 分 离 法 (Ficoll) 收 集 外 周 
了 血 单个 核 细胞 (PBMC) ,具体 操作 参照 试剂 说 明 书 (GE 
Healthcare, USA) 。 参 照 mnvitrogen 公司 和 QIAGEN 
公司 的 TRIzol 试 剂 盒 和 miRNeasy mini kit 试剂 盒 的 
方法 提取 总 RNA。 在 nanodrop (ND-1000, Nanodrop 
Technologies) 进 行 RNA 浓 度 和 纯度 的 测定 , 跑 电 泳 观 
察 总 RNA 的 完整 性 。 
1.2.2 RNA 印记 及 芯片 杂交 提取 总 RNA 后 ,用 
miRCURY™ Hy3™/Hy5™ Power labeling kit (Exiqon, 
Vedbaek, Denmark) 按 厂家 指引 进行 RNA 印迹 。 标 记 
结束 后 , 带 有 Hy3™ 痰 光标 记 的 样本 在 miRCURYTM 
LNA(v.16.0)(Exiqon) 世 片上 完成 杂交 。 
12.3 数据 分 析 将 扫描 图 片 导入 GenePix Pro 6.0 
software (Axon) 软件 ,获取 数据 并 进行 分 析 。 每 个 
miRNAs 取 3 次 反应 值 的 平均 值 , 全 部 样本 中 亮度 值 
>50 的 miRNAs 将 进行 归 一 化 处 理 。miRNAs 的 表达 
值 应 用 中 位 数 标准 化 的 方式 进行 计算 ,在 标准 化 表达 
值 后 ,在 MEV software 软件 中 (v4.6, TIGR). 用 Volcano 
Plot filtering Volcano Plot filtering. Hierarchical 
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clustering 的 方法 计算 得 出 各 组 间 有 差异 的 miRNAs。 
1.2.4 qRT-PCR 从 新 鲜 外 周 血样 本 中 收集 PBMCs, 用 
mir-Vana miRNA 提取 试剂 盒 (Ambion， Austin, TX, 
USA) 提 取 其 总 RNA。 

芯片 杂交 显示 PBMCs 中 差异 表达 的 miRNA, 用 
qRT-PCR 对 其 进行 二 次 验证 。 用 TaqMan MicroRNA 
逆转 录 试 剂 盒 (Applied Biosystems) 对 10 ng 总 RNA 进 
行道 转录 。qRTPCR 所 用 特异 性 引物 详 见 表 S1, 反 
应 在 Real-time PCR 仪 (Applied Biosystems 7900HT 
Realtime PCR System) 上 完成 ,将 U6 基因 作为 内 参 。 
miRNAs 的 表达 值 用 中 位 数 标准 化 的 方式 进行 计算 , 结 
果 用 2 表示 ,用 惠 - 曼 特 尼 U 检 验 计算 其 P 值 。 


2 结果 
2.1 肝 移植 受 体 的 一 般 临 床 特征 

入 选 的 39 例 肝 移 植 受 体 中 ,36 例 为 术 前 HBV 感 
染 , 余 3 例 分 别 为 多 圳 肝 ` 布 加 综合 征 和 乙肝 阴性 的 原 
发 性 肝 细 胞 癌 (HCC)。STA 3Y 组 中 原 发 性 肝 细胞 癌 发 
生 比 例 (2/8) 低 于 STA 5Y 组 (8/19) 和 RJ 组 (4/10), 其 他 
基本 特征 (包括 年 龄 . 术 前 MELD 评 分 . 供 肝 冷 缺 血 时 
间 、 手 术 时 间 、 无 肝 期 . 术 中 红细胞 输 注 量 、.ICU 滞 留 时 
间 、 分 析 时 外 周 血 白细胞 计数 )3 组 间 无 显著 差异 。 肝 功 
能 相关 指标 包括 ALT 和 AST 的 表达 水 平 在 STA 3Y 和 
STA 5Y 组 间 无 显著 差异 ,而 RJ 组 肝 功 能 水 平 则 低 于 其 
他 两 组 。32 例 肝 移 植 受 体 服用 CNI 免 疫 抑制 剂 (FK506 
MINA A) 作 为 免疫 移植 维持 方案 (其 中 STA 3Y 组 8 
例 ,STA 5Y 组 15 例 ,RJ 组 9 例 )。 肝 移植 受 体 的 一 般 临 
床 特征 如 表 1 所 示 。 
2.2 肝 移 植 术 后 长 期 稳定 生存 组 比 急性 排斥 反应 组 外 
周 单个 核 细胞 低 表 达 的 miRNAs 

本 研究 采用 microarray 芯片 检测 肝 移 植 术 后 长 期 
稳定 生存 组 与 急性 排斥 反应 组 外 周 单个 核 细 胞 
miRNAs 表 达 , 发 现 有 13 个 miRNAs 出 现下 调 表达 ( 表 
2)。 其 中 ,4 个 miRNAs( 包 括 miRNA-23b miRNA- 378, 
miRNA-454 和 miRNA-18b) 表 达 水 平 有 显著 性 差异 
(P<0.01) ,其 余 9 个 miRNAs( 包 括 miRNA-340 miRNA- 
423-3p、miRNA-138-1*、miRNA-4289、miRNA-378/ 
378c/378d ,miRNA-15a,miRNA-505* .miRNA-106b 和 
miRNA-15b) 表 达 水 平 有 明显 差异 (P<0.05)。 没 有 发 
现 比 急性 排斥 反应 组 表达 升 高 的 miRNAs。 
2.3 肝 移 植 术 后 长 期 稳定 生存 组 比 健康 对 照 组 外 周 单 
个 核 细胞 低 表 达 的 miRN 

通过 比较 肝 移 植 术 后 长 期 稳定 生存 组 与 健康 对 
照 组 间 外 周 单个 核 细胞 miRNA 的 表达 谱 , 发 现 肝 移 
植 术 后 稳定 生存 组 中 ,5 个 miRNAs( 包 括 miRNA-27a、 
miRNA-138-1*、 miRNA-197、miRNA-378 和 miRNA- 
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表 1 各 组 肝 移植 受 体 及 健康 对 照 组 一 般 临 床 特征 
Tab.1 Characteristics of liver transplant recipients and healthy volunteers 

Group STA 3Y (n=10) STA 5Y (n=19) RJ (n=10) HC (n=17) P 

Age (years) 54 (40-77) 50.5 (47-64) 51.5 (33-64) 51 (42-59) >0.05 

Gender >0.05 
Male 10 18 8 13 

Primary Diseases N/A 
HBV 9 19 7 >0.05 
Cirrhosis 8 17 7 
HCC 2 8 4 
MELD 16.1 (6-36) 12.9 (0-30) 11.3 (0-27) N/A >0.05 
Age of recipient 49.5 (36-72) 43.5 (36-59) 48.5 (30-64) N/A >0.05 
ICU time (h) 59.15 (9-137) 59.15 (9-137) 44.5 (11-139) N/A >0.05 
Operation time (h) 7.39 (5-9) 6.96 (5-10) 7.37 (4.5-9.7) N/A >0.05 
Cold ischemia (h) 7.05 (5-9) 7.6 (4-14) 8.38 (5-12) N/A > 0.05 
Colume of RBC 6.4 (3-15) 12.05 (0-30) 7.9 (4-12) N/A >0.05 
Anhepatic phase (min) 37.1 (30-45) 48.1 (28-75) 43.7 (30-65) N/A >0.05 
Follow-up (month) 57.5 (52-59) 86 (61-139) 42 (1-65) N/A 

Immunological inducor MP+FK506 (10) ashi ah o p N/A 

Immunosuppressor FK506 (9), CsA (1) FK506(16), CsA (3) FK506 (10) N/A 

Liver function 
ALT(U/L) 37 (15-71)* 26.16 (8-79)* 306.2(34-1000) <0.05 
AST(U/L) 30.50 (16-55) 25.36 (15-48)* 160.7 (25-659) <0.05 
WBC(x10°) 7.2(3.2-8.3) 6.6 (4.1-8.4) 6.9(3.3-11.2) N/A >0.05 


STA 3Y group: Stable patients at 3-5 years after liver transplantation; STA 5Y group: Stable patients over 5 years after liver 


transplantation; RJ group: Patients with acute rejection; HC group: Healthy control subjects; HBV group: Patients with hepatitis B virus 


(HBV) infection; HCC group: Patients with hepatocellular carcinoma; MELD: Model for end-stage liver disease; ICU: Intensive care 


unit; MP: Methylprednisolone; FK506: Tacrolimus; CsA: CiclosporinA; ALT: alanine transaminase; AST: Aspartate transaminase; 
WBC: white blood cell: leukocyte; NS: No significant difference; Compared with the RJ group, *P<0.0001; *P<0.001. 


表 2 稳定 肝 移植 受 体 组 比 急性 排斥 反应 组 下 调 的 miRNAAs 


Tab.2 Down-regulated miRNAs in STA recipients compared with 


RJ recipients 


miRNAs Multiple of difference P 

hsa-miR-340 0.52 <0.05 
hsa-miR-423-3p 0.76 <0.05 
hsa-miR-138-1 0.51 <0.05 
hsa-miR-4289 0.22 <0.05 
hsa-miR-378/hsa- Aas <0.05 

miR-378c/hsa-miR-378d 

hsa-miR-15a 0.62 <0.05 
hsa-miR-505 0.37 <0.05 
hsa-miR-106b 0.55 <0.05 
hsa-miR-15b 0.62 <0.05 
hsa-miR-18b 0.16 <0.05 
hsa-miR-454 0.58 <0.05 
hsa-miR-378 0.28 <0.05 
hsa-miR-23b 0.69 <0.05 


3149) 表达 水 平 显 著 低 于 健康 对 照 组 (P<0.01) , 
miRNA-1290 表达 量 则 明显 低 于 健康 对 照 组 (P< 
0.05)。 同 样 的 ,本 研究 没有 发 现 比 健康 对 照 组 表达 升 
高 的 miRNAS ( 表 3)。 
2.4 肝 移 植 术 后 急性 排斥 反应 组 与 健康 对 照 组 外 周 单 
个 核 细胞 差异 表达 的 miRNAs 

肝 移 植 术 后 急性 排斥 反应 组 外 周 单个 核 细 胞 
miRNA-155 表 达 量 明显 高 于 健康 对 照 组 (P<0.05) , 而 
miRNA-1290 则 出 现 低 表达 (P<0.05, 表 4)。 
2.5 稳定 肝 移 植 受 体 与 急性 排斥 反应 肝 移 植 受 体 间 差 
异 miRNAS 表 达 量 验证 

根据 PCR 验证 标准 , 即 miRNAs 差异 倍数 >2 P< 
0.01 ,我 们 选择 了 芯片 结果 中 表达 下 调 的 miRNA-340、 
miRNA-106b 和 miRNA-18b 进行 验证 (图 1)。 实 时 定 
量 PCR 结 果 表 明 , 这 3 个 miRNAs 在 稳定 肝 移 植 受 体 组 
和 健康 对 照 组 中 的 表达 水 平均 低 于 急性 排斥 组 。 其 中 ， 
STA SY 组 与 急性 排斥 组 相 比 ,miRNA-106b 表达 量 下 
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RI 稳定 肝 移植 受 体 组 比 健康 对 照 组 下 调 的 miRNAs 
Tab.3 Down-regulated miRNAs in STA recipients compared with 
HC individuals 
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miRNA Multiple of difference P 

hsa-miR-27a 0.47 <0.05 
hsa-miR-1290 0.46 <0.05 
hsa-miR-138-1* 0.21 <0.05 
hsa-miR-197 0.24 <0.05 
hsa-miR-378 0.33 <0.05 
hsa-miR-3149 0.28 <0.05 


4 肝 移 植 急性 排斥 反应 组 与 健康 对 照 组 差异 表达 miRNAs 
Tab.4 MicroRNAs different expression in PBMC distinguishes 
rejection reicipient from healthy control 


miRNA Multiple of difference P 
hsa-miR-155 1.52* <0.05 
hsa-miR-1290 0.48" <0.05 


*hsa-miR-155 is up-regulated; #hsa-miR-1290 is down- regulated. 
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调 了 0.58 倍 (P<0.01) ;miRNA-340 Kik Œ PIA T 0.51 
fè (P<0.01) , miRNA-18b 表达 量 下 调 了 0.61 475 (P< 
0.01)。 同 时 ,健康 对 照 组 中 miRNA-18b 的 表达 量 比 急 
性 排斥 反应 组 下 调 了 0.45 倍 LP<0.01)。 
2.6 外 周 单个 核 细胞 差异 表达 miRNAS 的 功能 预测 
我 们 运用 DIANA-mirPath 软件 预测 差异 表达 
miRNAs(miRNA-106b .miRNA-340 和 miRNA-18b) 可 
能 调控 的 分 子 信号 通路 。 结 果 显 示 miRNA-340 和 
miRNA-106b 可 参与 调节 TGF-B 信 和 号 通路 中 一 系列 分 
子 。 其 中 ,miRNA-340 可 参与 调控 的 该 信号 通路 中 的 
分 子 包括 骨 形 态 发 生 和 蛋白 4(BMP4) 、Noggin 基因 
(NOG) .SMAD 家 族 蛋 白 4(SMAD4) DNA 结合 蛋白 
抑制 剂 (ID2) ,DNA 结合 蛋白 抑制 剂 3(I1D3)\ 促 分 裂 原 
活化 蛋白 1(MAPK1) SMAD 家 族 蛋 白 7(SMAD7)、 
Smad 泛 素 化 调控 因子 1(SMURF1) .活化 素 A 受 体 1C 
型 (ACVR1C) SMAD 家 族 蛋 白 4(SMAD4) 视网膜 母 
细胞 瘤 类 和 蛋白 2(RBL2) . 锌 指 蛋 白 (Zinc finger) FYVE 
结构 域 蛋 白 16 (ZFYVE16) 、 CREB 结合 蛋白 


Relative expression of miR-340 


o 


Relative expression of miR-106b 


RJ 3Y SY HC 


图 1 STA 5Y 受 体 组 、 急 性 排斥 反应 组 与 健康 对 照 组 外 周 单个 核 细 胞 差异 miRNAs 表 达 量 验证 

Fig.1 Validation of differential expression of microRNAs inPBMCs from STA 5Y recipients, RJ recipients and 
healthy subjects. RJ: Groups with acute rejection ; 3Y: Stable group of 3-5 years; 5Y: Stable group over 5 years; HC: 
healthy control group. A: Expression of U6 as a reference that showed no significant differences between the 
groups (P>0.05). B: Compared with RJ and HC groups, the expression of miR-340 was significantly reduced in STA 
5Y group (*P<0.01 vs RJ group). C: Compared with RJ group, the expression of miR-18b was significantly reduced 
in STA 5Y group (*P<0.01); D: Compared with RJ and HC groups, the expression of miR-106b was significantly 
reduced in STA 5Y group (*P<0.01 vs RJ group; ‘P<0.01 vs HC group). Data are expressed as fold changes and the P 


value was calculated by Mann-Whitney test. 
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(CREBBP) 活化 素 A 受 体 2B 型 (ACVR2B) RASA 
家 族 蛋白 A(RHOA) .SMAD 家 族 和 蛋白 6(SMAD6) 以 及 
配对 同 源 异 性 域 蛋白 2(PITX2); 同 时 ,miRNA-106b 可 
参与 调控 的 该 信号 通路 中 的 分 子 包括 骨 形 态 发 生 和 蛋白 
ZA I H! (BMPR2) , SMAD %& Je HE AS (SMADS) 、 
SMURF 转化 生长 因子 B 受 体 I(TGFBR2),SMAD2， 
视网膜 母 细胞 瘤 类 和 蛋白 1(RBLI1) ,E2F 转 录 因 子 
(E2F5) ,ZFYVE16, 磷酸 化 蛋白 2 催化 亚 基 w 同 工 酶 
(PPP2CA) ,活化 素 受 体 2(ActivinR2) 和 SMAD7。 

TGF-B 信 号 通路 中 不 包含 miRNA-18b WHU , 
但 是 p53 信号 通路 中 则 包含 部 分 miRNA-18b 的 靶 基 
,包括 毛细 血管 扩张 共 济 失调 突变 基因 (ATM) \ 周 期 
蛋白 依赖 性 激酶 2(CDK2) .周期 蛋白 D2(CCND2) 和 胰 
岛 素 生 长 因子 。 同 时 , 受 泛 素 调 节 的 蛋白 酶 解 作用 相关 
的 信号 通路 上 也 有 miRNA-18b 靶 基因 ,包括 泛 素 辍 合 
酶 E2G1(UBE2G1) , 泛 素 辍 合 酶 E2Z(UBE2Z) , 促 分 裂 
原 活 化 蛋白 1 E3 泛 素 化 蛋白 连接 酶 (MAP3K1) ,活化 
的 STAT3 和 蛋白 抑制 剂 (PIAS3) 和 神经 前 体 细胞 表达 的 
发 育 衰减 蛋白 4(NEDD4)。 


3 讨论 

寻找 及 鉴定 肝 移 植 术 后 长 期 稳定 生存 者 外 周 血 中 
有 意义 的 生物 学 标志 物 ,对 于 肝 移 植 术 后 患者 免疫 耐 受 
状态 评估 及 预测 具有 重大 意义 ,并 有 助 于 我 们 进一步 了 
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发 性 硬化 等 自体 免疫 疾病 中 表达 下 调 ,提示 它 在 自 
体 免 疫 疾 病 中 发 挥 了 一 定 的 抑制 作用 所 。miR-15a 及 
miR-16-1 被 发 现 与 血液 系统 及 实体 的 恶性 肿瘤 相关 ， 
已 有 研究 证 实 它们 可 以 调控 CD4 阳 性 T 细 胞 中 BCL2 
的 表达 ,并 在 复发 -缓解 型 多 发 性 人 硬化 中 起 到 了 一 定 的 
调控 作用 下 。 此 外 ,在 本 研究 中 表达 下 调 的 13 种 
miRNAs 中 ,一 些 已 被 认为 是 多 种 自体 免疫 疾病 的 潜在 
生物 标志 物 。 对 多 发 性 硬化 症 而 言 , 环 状 miR-454 可 作 
为 一 种 方便 易 得 的 生物 标志 物 ,并 可 依据 其 进行 疾病 分 
期 中。 另 有 研究 显示 环 状 miR-505* 在 克 罗 恩 病 及 汝 疡 
性 结肠 炎 中 表达 下 调 , 提 示 其 可 作为 急性 克 罗 恩 病 及 演 
疡 性 结肠 炎 的 诊断 标志 之 一 一 。 

本 研究 中 13 种 表达 下 调 的 miRNAs 中 ,miR-340， 
miR-106b 及 miR-18b 经 Real-time PCR 二 次 验证 证 明 
其 表达 水 平 下 调 , 进 一 步 利 用 DIANA-mirPath 软件 对 
它们 进行 分 析 发 现 ,miR-340 和 106b 预 测 的 靶 基 因 通 路 
与 TGF-B 明 显 相关 ,miR-18b 预 测 的 计 基 因 则 与 p53 信 
号 转 导 通 路 泛 素 介 导 的 蛋白 水 解 及 细胞 周期 相关 。 以 
上 结果 提示 ,这 3 种 microRNAs 可 能 在 肝 移 植 术 后 免疫 
中 发 挥 着 重要 作用 。 

miR-106b 已 经 被 多 个 研究 证 实 可 调控 免疫 反应 。 
研究 发 现在 多 发 性 硬化 患者 外 周 血 的 调节 性 T 细 胞 ( 简 
称 Treg) 中 ,miR-106b 表 达 上 调 , 且 经 证 实 其 可 抑制 免 
疫 调节 关键 通路 一 一 TGF-B 通 路 的 激活 ”YY。TGF-B 一 


解 移植 免疫 耐 受 机 制 ,为 临床 指导 抗 排 斥 治疗 提供 了 重 
要 依据 。 

MicroRNAS(miRNAS) 是 一 类 小 分 子 单 链 非 编码 
RNA, 它们 可 直接 与 丢 mRNA 的 3 端 非 转录 区 
(3-UTRs) 相 结合 ,从 而 抑制 蛋白 的 表达 或 促进 靶 
mRNA 的 降解 …。 在 免疫 细胞 中 目前 已 发 现 超 过 100 
PP miRNAs"! ,日 已 有 大 量 证 据 证 明 miRNAs 可 作为 
肾 移植 排斥 反应 一 ,小肠 移 植 排斥 反应 ,类 风湿 关节 
炎 咏 ,败血症 下 ,狼疮 崩 炎 "及 多 种 癌症 的 潜在 生物 标 
志 物 。 然 而 ,miRNA 的 表达 谱 是 否 可 用 于 肝 移植 患者 
的 免疫 耐 受 状态 评估 还 有 待 验证 。 

本 研究 中 我 们 选取 了 29 名 肝 移 植 术 后 稳定 生存 
者 ,通过 对 其 PBMCs 进行 芯片 杂交 及 Real-time PCR 
以 发 现 及 鉴定 潜在 的 肝 移 植 术 后 稳定 生物 标志 物 。 忌 
片 杂 交 结 果 显 示 肝 移植 术 后 稳定 生存 者 PBMCs 中 有 
13 种 MicroRNAS 表 达 下 调 , 其 中 miR-340,miR-106b， 
miR-18b 经 Real-time PCR 验证 其 表达 下 调 。 

芯片 杂交 显示 表达 下 调 的 13 种 miRNAs 中 ,部 分 


直 被 认为 是 负 向 免疫 调节 的 关键 因子 ,相关 研究 证 明 
TGF-B 可 抑制 T 细 胞 反应 并 产生 免疫 耐 受 ,这 种 抑 
制作 用 通常 被 认为 归结 于 TGF-B 可 促进 Tregs 的 增殖 
及 分 化 ”HH。 然 而 男 有 人 研究 显示 在 I-6 或 工 -21 共 刺 
激 的 情况 下 ,TGF-B 同 样 可 以 促进 Th17 的 增殖 及 分 
化 *”。Th17 是 一 种 新 发 现 的 已 被 证 实 可 介 导 自身 
免疫 疾病 的 效应 T 细 胞 ?2 ,这 提示 在 某 些 特定 情况 下 
TGF-B 也 可 促进 自身 免疫 。 综 上 信息 提示 ,本 研究 中 下 
调 表达 的 miR-106b 作 为 TGF-B 通 路 的 抑制 因子 ,也 可 
调控 Tregs 与 Th17 之 间 的 动态 平衡 。miR-106b 如 何 调 
控 二 者 的 平衡 进而 调节 免疫 状态 ,其 机 制 还 有 待 进一步 
的 研究 。 

本 研究 中 ,miR-340 在 肝 移 植 稳定 生存 者 中 同样 表 
达 下 调 ,其 预测 丢 基因 也 与 TGF-B 通 路 明显 相关 。 有 研 
究 发 现 ,miR-340 在 多 发 性 硬化 症 患 者 的 CD4 阳 性 记忆 
T 细 胞 中 高 表达 ,并 可 抑制 Th2 细 胞 的 分 化 ,但 可 通过 降 
低 GATA3 的 表达 水 平 来 提高 促 炎 性 Thl 细胞 的 反应 
性 名。 记忆 TT 细胞 一 直 是 人 实体 器 官 移植 术 后 形成 免 


经 先前 报道 证 实 与 免疫 反应 相关 ,并 参与 了 自体 免疫 疾 
病 的 发 病 机 制 。 近 期 一 项 研究 证 实 miR-378 可 直接 
靶 向 结合 颗粒 酶 B, 进 而 负 癌 调控 人 NK 细胞 的 细胞 
毒性 所 。miR-23b 被 证 实在 狼疮 .类 风湿 性 关节 炎 及 多 


疫 耐 受 的 主要 障碍 之 一 "。 本 研究 中 下 调 的 miR-340， 
是 否 是 通过 调节 记忆 了 细胞 的 功能 来 促进 免疫 耐 受 ,其 
机 制 也 有 待 于 更 深入 详尽 的 研究 。 

目前 关于 miR-18 的 人 研究 ,大 部 分 集中 于 其 在 恶性 
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被 关注 。 本 研究 中 对 miR-18 的 靶 基 因 预 测 分 析 显 示 ， 
一 些 靶 基因 与 p53 信号 转 导 通路 相关 。p53 是 诱导 细胞 
凋 亡 及 细胞 周期 停滞 中 的 关键 调控 因子 , 它 在 炎症 反应 
及 自体 免疫 反应 中 也 起 着 重要 作用 。 经 证 实 P53 可 抑 
制 炎症 反应 ,并 且 是 多 种 自体 免疫 疾病 如 类 风湿 性 关节 
炎 及 实验 性 自身 免疫 性 脑 疹 髓 炎 中 的 保护 因子 。 然 
而 男 有 研究 证 实 ,p53 也 可 以 通过 促进 产生 自身 抗体 和 
促 炎 症 因子 ,及 促进 淋巴 细胞 聚集 ,从 而 加 剧 免 疫 反 
应 。 因 此 ,p53 在 自体 免疫 中 所 起 的 作用 究竟 为何 
目前 仍 不 明确 。 本 研究 所 发 现 肝 移植 稳定 生存 者 下 调 
表达 的 miR-18 部 分 靶 基 因 参 与 了 p53 信号 转 导 ,这 为 
明确 p53 在 自体 免疫 中 所 起 的 作用 提供 了 参考 信息 。 

值得 一 提 的 是 ,miR-18b 的 预测 靶 基 因 中 一 些 分 子 
与 泛 素 介 导 的 蛋白 水 解 信 号 途径 有 关 。 先 前 已 有 实验 
证 实 ,参与 泛 素 介 导 的 蛋白 水 解 过 程 的 多 种 泛 素 连接 
酶 ,在 负 向 调控 抗原 受 体 信号 转 导 中 发 挥 了 重要 作 
用 “号 ,并 可 促进 诱导 淋巴 细胞 成 为 无 能 细胞 外。 以 
上 信息 提示 泛 素 介 导 的 蛋白 水 解 过 程 在 各 类 免疫 反应 
(包括 器 官 移植 后 的 排斥 反应 ) 中 都 发 挥 了 重要 作用 。 
因此 ,进一步 的 研究 miR-18 在 泛 素 介 导 的 蛋白 水 解 过 
程 中 发 挥 的 作用 ,有 助 于 弄 清 泛 素 介 导 的 蛋白 水 解 在 肝 
移植 免疫 反应 中 的 作用 。 

综 上 所 述 ,本 研究 发 现 肝 移植 术 后 稳定 生存 者 比 有 
排斥 反应 者 其 miR-340,miR-106b 及 miR-18b 表达 明 
显 下 调 。 进 一 步 分 析 发 现 ,miR-340 和 106b 预 测 的 靶 基 
与 TGF-B 通 路 明显 相关 ,miR-18b 预 测 的 靶 基 因 则 与 
p53 信和 号 转 导 通路 泛 素 介 导 的 蛋白 水 解 相关 ,以 上 信息 
提示 这 些 microRNAs 在 肝 移 植 术 后 的 免疫 反应 中 发 挥 
着 重要 调控 作用 。 我 们 根据 每 个 病人 的 综合 情况 ,已 指 
导 部 分 病人 临床 减 药 或 停 药 , 几 个 月 来 这 些 病 人 和 暂 未 发 
生 排 斥 反应 。 这 些 microRNAS 在 肝 移 植 免 疫 中 所 起 的 
作用 ,以 及 其 能 否 作 为 临床 评估 肝 移 植 患者 免疫 水 平 的 
生物 标志 物 ,还 有 待 后 续 实 验 进一步 验证 。 
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